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摘   要 目的：构建抑癌基因 WTX 慢病毒载体，建立稳定转导 WTX 的结肠癌 Lovo/WTX-EGFP 细胞株，

为研究 WTX 在结肠癌中的作用机制提供有效工具。

方 法： 通 过 Gateway 技 术 构 建 WTX 慢 病 毒 载 体 pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP 并 通 过

菌落 PCR 筛选鉴定，将其与辅助质粒 pLV/helper-SL3，PLV/helper-SL4，PLV/helper-SL5 共转染

293FT 细胞包装慢病毒并在荧光显微镜下行滴度值测定。用 WTX 慢病毒载体转导结肠癌 Lovo 细

胞株，并通过多次挑克隆培养建立稳定表达 WTX 的 Lovo/WTX-EGFP 细胞株。

结果：Gateway 技术构建的慢病毒载体 pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP 经鉴定完全正确；

慢病毒包装 48 h 后视野下可见清晰绿色荧光表达，病毒滴度为 5×107 TU/mL。慢病毒载体成功转

导 Lovo 细胞，经 qPCR 及 Western blot 检测 WTX 表达水平明显升高；通过多次挑克隆培养成功

建立了稳定转导 WTX 的 Lovo/WTX-EGFP 细胞株。

结论：通过 Gateway 技术可成功构建 WTX 慢病毒载体并获稳定转导 WTX 的 Lovo/WTX-EGFP 细

胞株，为研究 WTX 在结肠癌中的作用机制提供了实验基础。
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ABSTRACT Objective: To construct the lentiviral vector containing tumor suppressor gene WTX (Wilms tumor gene on 
the X chromosome) and the colon cancer cell line stably transduced with this WTX-containing vector (Lovo/
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结肠癌的发展进程与癌基因激活及抑癌基因

失 活 密 切 相 关。2007 年 在 对 Wilms 瘤 的 研 究 中

报 道 了 一 种 新 的 位 于 X 染 色 体 的 抑 癌 基 因 WTX

（Wilms tumor gene on the X chromosome），该

基因能负向调节 Wnt-β-catenin 通路 [1]。本课题

组 的 前 期 研 究 [2] 表 明，WTX 在 结 肠 癌 及 癌 旁 组

织中表达降低，可能在结肠癌的发生发展中起到

了 一 定 作 用。 本 研 究 通 过 构 建 抑 癌 基 因 WTX 慢

病 毒 载 体， 建 立 稳 定 转 导 WTX 的 结 肠 癌 细 胞 株

Lovo/WTX-EGFP， 为 进 一 步 研 究 WTX 在 结 肠 癌

中的作用机制提供支持。

1　材料与方法

1.1  细胞及试剂

人 结 肠 癌 Lovo 细 胞（ 中 国 科 学 院 上 海 细 胞

库 ）, 人 胚 肾 293FT 细 胞（ 美 国 Invitrogen 公

司），质粒小提取试剂盒（大连 Takara 公司），

lipofectamine 2000（ 美 国 Invitrogen 公 司 ），

DMEM 培 养 基（ 美 国 Gibco 公 司 ）， 胎 牛 血 清

（ 美 国 Gibco 公 司 ），Opti MEM®I 转 染 混 合 液

（ 美 国 Invitrogen 公 司 ），Trizol 试 剂（ 美 国

Invitrogen 公 司），Purelink RNA 微 试 剂 盒（ 美

国 Invitrogen 公 司 ），Purelink genomic DNA 试

剂 盒（ 美 国 Invitrogen 公 司 ）、Superscript III 

cDNA 合 成 试 剂 盒（ 美 国 Invitrogen 公 司 ）、

Golden Taq PCR 试剂盒（美国 Invitrogen 公司）、

Platinum® SYBR Green qPCR 试 剂 盒（ 美 国

Invitrogen 公司），RIPA 细胞溶解缓冲液（中国

索来宝公司），二辛可酸（BCA）蛋白检测试剂（中

国天根生化），化学发光检测试剂 WP20005 （美

国 Invitrogen 公 司 ）， 山 羊 抗 人 WTX 多 克 隆 抗

体（美国 Santa Cruz 公司）及辣根过氧化物酶标

记的驴抗羊抗体（美国 Santa Cruz 公司）。

1.2  引物设计

根 据 基 因 数 据 库（GeneBank） 提 供 的 人

WTX（FAM123B）mRNA 全 长 序 列， 基 因 全

长 8 443 bp（ACCESSION：NM_152424，GI：

124244055）。 通 过 Premier 5.0 软 件 设 计 2 条

WTX 引 物 及 2 条 内 参 GAPDH 引 物， 引 物 序

列：WTX 正向为 GAC AAT AAC CGG GCT AGG 

AAC，WTX 反 向 为 CTG CTG TTT GTT CAC 

GGG TAC T；GAPDH 正 向 为 GGT CTC CTC 

TGA CTT CAA CA，GAPDH 反 向 为 GAG GGT 

CTC TCT CTT CCT。

1.3  慢病毒载体的构建及鉴定

通 过 Invitrogen 公 司 的 Gateway 技 术 构 建 包

含有绿色荧光蛋白基因（EGFP）的 WTX 慢病毒

WTX-EGFP), so as to provide a useful tool for studying the role of WTX in colon cancer.
Methods: The lentiviral vector pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP was constructed by Gateway 
technology, which was screened and identified by colony PCR. After that, it was co-transfected into the 293FT 
cells with three helper plasmids that were PLV/helper-SL3, PLV/helper-SL4 and PLV/helper-SL5 to package 
lentivirus and then the viral titer was determined under fluorescence microscope. Finally, the human colon 
cancer Lovo cells were transduced with the WTX-containing lentiviral vector to obtain the Lovo/WTX-EGFP 
cell line with stable expression of WTX gene through several subcultures by repeated colony picking.
Results: The lentiviral vector pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP constructed by Gateway technology 
was completely and correctly identified. The distinct green fluorescence was seen under fluorescence 
microscope 48 h after virus packaging and the virus titer was 5×107 TU/mL. The vector was successfully 
transduced into Lovo cells as evidenced by the significantly increased WTX expression level determined by 
both qPCR and Western blot was obviously higher than cells without transducting. The Lovo/WTX-EGFP 
colon cancer cell line with stable transduction of WTX containing vector was established by repeated colony 
picking and subcultures.
Conclusion: Through Gateway technology, the WTX-containing lentiviral vector can be successfully 
constructed and colon cancer Lovo/WTX-EGFP cell line can be stably transduced by this WTX-containing 
lentiviral vector. It may provide an experimental basis for studying the role of WTX in colon cancer.
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载 体 pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP，

并通过菌落多聚酶链反应（PCR）筛选鉴定（委

托广州赛业生物科技有限公司完成）。

1.4  慢病毒包装

取细胞状态良好，处于对数生长期的 293FT

细 胞， 细 胞 计 数 后， 按 照 每 个 10 cm 的 培 养 皿

5×106 个细胞数接种于培养皿中，37 ℃，5%CO2

的培养箱中培养过夜。次日转染前去除旧的培养

液，加入 5 mL 新鲜的含 10% 血清 DMEM 培养液。

制 备 DNA-lipofectamine 2000 复 合 物： 在 1 支 

无 菌 的 5 mL 的 离 心 管 中 先 加 入 1.5 mL 无 血 清

Opti-MEM®I 培 养 液， 再 加 入 pLV/helper-SL3，

pLV/helper-SL4，pLV/helper-SL5 和 目 的 质 粒

（ 各 4 μg）， 轻 轻 颠 倒 混 匀。 在 另 外 1 支 无 菌

的 5 mL 离心管中加入 1.5 mL 无血清 Opti-MEM®I

培 养 液 和 40 μL 的 lipofectamine 2000， 轻 轻 颠 倒

混匀。室温孵育 5 min 后将已稀释的 DNA 加于含

有 lipofectamine 2000 的 无 血 清 Opti-MEM®I 培 养

液中，轻轻颠倒混匀。室温孵育 20 min。将 DNA-

lipofectamine 2000 复 合 物 添 加 到 293FT 细 胞 中，

前后轻轻摇晃培养皿以混匀复合物。放置 37 ℃，

5%CO2 饱和湿度培养箱中过夜培养。转染后 1 d，

更换 10 mL 含 10% 血清 DMEM 培养液。放置培养

箱中继续培养；转染后 48 h 收集培养上清液进行

浓缩；加入 10 mL 新鲜的培养液继续培养，转染后

72 h 再次收集浓缩，分装好的病毒放置 -80 ℃保存。

1.5  慢病毒滴度测定

转导前 1 d，胰酶消化细胞并计数细胞密度，

按照合适的细胞密度接种于 6 孔板中，放置 37 ℃，

5%CO2 饱和湿度培养箱过夜培养。转导当天（第

2 天），融解病毒，准备 10 倍稀释系列样品，稀

释倍数从 10-3~10-7。对于每一个稀释样品，用完

全培养液稀释病毒至总体积 1 mL。在含有病毒的

培养液中加入聚凝胺，轻轻吹打充分混匀。去除

细胞中的培养液，加入已含有不同病毒量的完全

培养液。另保留一孔不添加病毒的细胞，作为空

白对照组，每孔加入的培养液的体积为 1 mL，培

养 箱 过 夜 培 养。 转 染 后 1 d， 去 除 含 有 病 毒 的 培

养 液， 加 入 2 mL 新 鲜 的 完 全 培 养 液， 培 养 箱 过

夜培养。计数荧光细胞数目，并计算病毒滴度。

1.6  细胞转导

Lovo 细 胞 培 养 传 代， 细 胞 计 数 后 取 1×105

细胞 / 孔的密度接种于 6 孔板，分为 3 组：Lovo/

WTX-EGFP 组， 空 载 体（Lovo/EGFP） 组， 空 白

细胞组。待细胞完全贴壁后进行转导。转导 48 h

后，荧光显微镜下观察转导效果。待细胞长满后，

将 Lovo/WTX-EGFP 传 代 并 采 用 低 密 度 培 养 准 备

挑克隆纯化，另将 Lovo/EGFP 传代进行扩增。

1.7  RT-PCR 及全时定量 PCR（qPCR）检测

各 组 细 胞 以 Trizol 法 提 取 总 RNA（ 按 说 明

书 操 作）， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 所 提 取 RNA 的

完整性，逆转录反应合成 WTX cDNA，逆转录 -

多 聚 酶 链 反 应（RT-PCR） 扩 增 WTX 和 GAPDH

（引物见 1.2 引物设计）。扩增条件：变性 95 ℃  

2 min；95 ℃ 15 s，60.5 ℃ 10 s，70 ℃ 45 s， 

3 个 循 环； 最 后 70 ℃ 2 min。PCR 扩 增 后

2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳， 荧 光 定 量 PCR 仪 7000

（ 美 国 ABI 公 司 ） 行 qPCR 检 测， 引 物 设

计 同 上 述。 扩 增 条 件： 变 性 95 ℃ 2 min；

95 ℃ 15 s，60.5 ℃ 30 s，3 个 循 环； 溶 解 曲

线 阶 段 95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s。 

以空白细胞组为校准样本，应用 qPCR 法分析各

组 细 胞 WTX 基 因 表 达 量 的 差 异。 结 果 以 2-ΔΔCt

法分析。2-ΔΔCt 值代表待测样本基因表达量相对

于校准样本基因表达量的倍数。

1.8  Western blot 检测

蛋白裂解缓冲液（RIPA）提取细胞总蛋白，

二辛可酸（BCA）蛋白检测试剂进行蛋白定量（按

说 明 书 操 作 ）。 经 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（SDS-

PAGE）、转膜，TBST 缓冲液洗涤并在室温中用

5% 脱脂奶粉封闭 1 h，4 ℃过夜后加入一抗山羊

抗 人 WTX 多 克 隆 抗 体， 进 行 2 次 10 min TBST

洗 涤 及 1 次 10 min TBS 洗 涤 后， 在 膜 中 加 入 稀

释的二抗辣根过氧化物酶标记的驴抗羊室温放置 

1 h 然 后 同 上 法 洗 涤。 化 学 发 光 检 测 试 剂

WP20005 进行 Western blot 检测。内参照 β- 肌

动蛋白（β-actin）。光密度分析软件（Quantity 

One Software）分析 WTX 蛋白条带的表达。

1.9  稳 转 结 肠 癌 细 胞 株 Lovo/WTX-EGFP 的

建立

将 Lovo/WTX-EGFP 以 200~500 个 细 胞 接 种

于 10 cm 的培养皿中培养，待细胞形成较大克隆

且未连成片时，在荧光显微镜下观察并标记荧光

较纯的克隆，在超净台中用枪头挑取克隆，将克

隆吹散接种进行培养扩增；待克隆细胞长成后，

荧光显微镜下观察细胞的荧光率。若细胞的荧光

率达到 80% 以上，则将细胞继续传代扩增，若达

不到 80% 则将细胞低密度培养重新尝试挑克隆纯

化直至细胞满足要求再进行传代扩增。



中国普通外科杂志 第 22 卷162

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net 中国普通外科杂志 , 2013, 22(2):159-164.

2　结　果

2.1  成功构建和鉴定了 WTX 慢病毒载体

Gateway 技 术 构 建 的 慢 病 毒 载 体 pLV.Ex3d.

null-EF1A>WTX>IRES/EGFP 经菌落 PCR 筛选及测

序完全正确，PCR 产物条带理论大小为 3 461 bp，

与目的条带大小相符的克隆即为阳性克隆。载体

结构图谱及菌落 PCR 筛选结果见图 1-2。

2.2  慢病毒包装镜下所见及滴度
慢病毒包装 48 h 后镜下可见明显荧光（图 3）。

病毒滴度测定 WTX 慢病毒载体组为 5×107 TU/mL，

EGFP 空载体对照组为 5.5×107 TU/mL。

2.3  细胞转导镜下所见
转导 48 h 后荧光显微镜下观察可见明显荧光

（×100）（图 4）。Lovo/WTX-EGFP 组转导效率约

50%，空载体（Lovo/EGFP）组转导效率约 80%。

2.4  转导细胞 WTX mRNA 的表达水平
qPCR 结果显示 Lovo/WTX-EGFP 细胞 WTX mRNA

表达水平（2-ΔΔCt 值）较 Lovo/EGFP 及 Lovo 空白

细胞明显升高（P<0.05）（图 5）。

A B

A B

RSV 5'LTR
psi

RRE

cPPT

EF1A

hWTX

IRESeGFP

WPRE

U3/3'LTR

SV40 pA

AmpR

pLV.EX3D.null-ef1a>Hwtx>eGFP
12 087 bp

pUC ori

图 1　载体结构图谱 
Figure 1　Structure of the recombinant lentiviral vector
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图 2　菌落 PCR 筛选结果　　M：分子质量标记；1：空白

对 照；2-11：pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP 

1-10 号克隆
Figure 2　Screen results by colony PCR　　M: Molecular weight 

marker; 1: Blank control; 2-11: No. 1 to 10 clones of 
pLV.Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP

图 3　慢病毒载体包装后镜下观察（×100）　　A：WTX 慢病毒载体组；B：EGFP 空载体组
Figure 3　Microscopic observation after lentivirus package (×100)　　A: WTX-containing lentiviral vector; B: EGFP empty vector

图 4　Lovo 细胞转导后镜下观察（×100）　　A：Lovo/WTX-EGFP 组；B：空载体（Lovo/EGFP）组
Figure 4　Microscopic observation of Lovo cells after transduction (×100)　　A: Lovo/WTX-EGFP transduction, B: Empty vector (Lovo/

EGFP) transduction
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图 5　各组细胞 WTX mRNA 表达水平
Figure 5　WTX mRNA expression level of each group

2.5  转导细胞 WTX 蛋白表达水平
Western blot 结 果 显 示 Lovo/WTX-EGFP 细

胞 WTX 蛋白表达水平（与内参 β-actin 灰度值）

Lovo/EGFP 及 Lovo 空白细胞升高（P<0.05）（图 6）。

2.6  稳转细胞株 Lovo/WTX-EGFP 的建立
通 过 多 次 挑 克 隆 培 养 富 集 带 荧 光 的 细 胞 成

功 建 立 了 稳 定 转 染 的 结 肠 癌 细 胞 株 Lovo/WTX-

EGFP。镜下可见大量荧光（图 7）。

图 6　各组细胞 WTX 蛋白表达水平　　A：Western blot 条带；B：定量统计图
Figure 6　WTX protein expression level of each group　　A: Western blot bands; B: Quantitative statistical histograms

图 7　稳转细胞株 Lovo/WTX-EGFP 镜下观察（×100）
Figure 7　Microscopic observation of the stable Lovo/WTX-EGFP cells (×100)

3　讨　论

大 量 研 究 表 明， 一 些 经 典 信 号 通 路 如 Wnt/

β-catenin 信号通路也被证明与结肠癌密切相关。

Wnt/β-catenin 信 号 通 路 成 分 如 APC，Axin，

β-catenin 等 在 多 种 人 类 肿 瘤 中 突 变， 其 最 终 结

果是 Wnt 通路激活及细胞增生的失控。肿瘤发生

中 Wnt 通路的异常激活是以 β-catenin 的结构或

功能变化为中心的。已证实 90% 以上的结肠癌存

在 Wnt 通路的激活及继发于此的 β-catenin 蛋白

在细胞内的异常积聚，从而引起其下游靶基因的

异常激活，诱发细胞癌变 [3]。

2007 年《Science》[4] 中 报 道 了 一 种 定 位 于

X 染色体的抑癌基因 WTX。由于其定位特殊，位

于 X 染色体上，不遵循肿瘤发生的“二次打击”

规律，仅需一个刺激因素即“单次打击”便可使
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其失活从而导致肿瘤发生，与其他抑癌基因大不

相同，因此受到广泛关注。研究发现，WTX 蛋白

能 与 β-catenin，AXIN1，β-TrCP2，APC 等 形

成“β-catenin 降 解 复 合 物 ”， 导 致 β-catenin

降解，从而负向调节 Wnt/β-catenin 通路。转染

WTX 至 U2OS 骨肉瘤细胞系后可明显抑制细胞集

落生长，表明 WTX 具有抑癌基因特性 [1]。有学者 [5]

认 为 WTX 的 发 现 对 之 前 的 经 典 理 论 是 一 个 意 外

的革命。

目 前 对 WTX 的 研 究 主 要 集 中 在 肾 母 细 胞 瘤

的 基 因 突 变 方 面， 突 变 率 约 占 Wilms 瘤 总 数 的

1/3[6]。 但 在 白 血 病、 肝 细 胞 癌、 胃 癌、 结 直 肠

癌及硬化性骨发育不良等其他肿瘤中突变非常少 

见 [7-12]。本课题组前期研究发现，WTX 在结肠癌

组织中的 mRNA 及蛋白水平均低于癌旁组织和远

癌 组 织； 提 示 抑 癌 基 因 WTX 可 能 在 结 肠 癌 的 发

生 发 展 进 程 中 起 到 重 要 作 用 [2]。 构 建 合 适 WTX

载 体， 建 立 稳 定 转 导 WTX 的 结 肠 癌 细 胞 株 是 进

一 步 研 究 WTX 基 因 功 能 及 其 在 结 肠 癌 中 表 达 降

低机制的重要基础。

慢 病 毒 载 体（lentiviral vector） 是 以 慢 病

毒基因组为基础，去除部分基因并代之以所需的

目的基因和标记物构建而成，具有可携带较大外

源基因、感染效率高、可稳定整合入宿主细胞基

因组、有包装后更安全并可感染非分裂期细胞等

优 点 [13]。 目 前 慢 病 毒 载 体 已 成 为 肿 瘤 基 因 治 疗

研 究 的 热 点。WTX 基 因 全 长 8 443 bp， 编 码 区 

3 408 bp。直接应用 WTX 质粒进行细胞转导预计

转导效率低下，且质粒仅可瞬时转染，无法建立

稳定转导 WTX 的细胞株；其他载体如腺病毒载体

转导效率虽较高，但目的基因无法整合至宿主细

胞基因组，仅能短暂表达，亦无法建立稳定转导

细胞株。故构建 WTX 慢病毒载体是理想的选择。

本 研 究 通 过 目 前 较 为 先 进 的 Gateway 技 术

成功建立了包含 EGFP 的 WTX 慢病毒载体 PLV.

Ex3d.null-EF1A>WTX>IRES/EGFP， 并 经 筛 选

鉴定完全正确；经慢病毒包装后成功转导结肠癌

Lovo 细 胞， 经 qPCR 及 Western blot 检 测 WTX

表达水平较未转细胞明显升高；并通过多次挑克

隆培养建立了稳定转导 WTX 的 Lovo/WTX-EGFP

细 胞 株， 为 体 内 外 研 究 WTX 在 结 肠 癌 中 的 作 用

机制提供了良好的实验基础。
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